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［摘 要］ 目的:建立柯萨奇病毒 A 组 16 型( CA16) 抗原的双抗体夹心 ELISA 定量检测方法，用于 CA16 灭活疫苗的研
发和生产过程的抗原定量检测。方法:以 CA16 中和单抗 T26H12 为包被抗体、NA14B9 为标酶抗体，构建定量检测 CA16 抗原
的双抗体夹心 ELISA 方法，并对方法的特异性、灵敏度、精密度、准确性、线性和稳定性进行分析。结果:建立了双抗体夹心定
量检测 CA16 抗原的 ELISA 方法。方法的线性相关系数 R2 = 0． 998，线性范围为 8 ～ 128 ng /ml，定量限度为 8 ng /ml; 变异系数
CV ＜ 15% ; 回收率介于 87． 0% ～ 113． 8%之间; 37℃6 天的回收率 ＞ 80% ; 与 CA16 以外的其他样本没有交叉反应。结论:构建
的 CA16 抗原 ELISA 定量检测方法的各项性能符合定量检测需要，可用于 CA16 疫苗的研发和生产过程的抗原活性的定量检测。
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Development of a quantitative ELISA detection method for Coxsackievirus A
group 16 strain ( CA16) antigen
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［Abstract］ Objective: To develop an a quantitative enzyme linked immunosorbent assay ( Q-ELISA) to determine the concen-
tration of Coxsackievirus A Group 16 Strain ( CA16) antigen． This method was used to determine CA16 antigen content at each stage of
CA16 vaccine developing and manufacturing process．Methods: A double antibody sandwich Q-ELISA was developed to determine con-
centration of CA16 antigen，which was based on the high-affinity neutralizing monoclonal antibodies T26H12 as capture antibodies ，and
NA14B9 as HRP-labeled antibody． The performance of reagent were evaluated． Results: The Q-ELISA for CA16 antigen content was
successfully developed． The reagent had good performance． The quantitation scope was 8-128 ng /ml，the coefficient correlation was
0. 998，the limit of detection was 8 ng /ml，the recovery was between 87% and 113． 8% ． The stability was up to 80% after reagent was
heated for 6 days at 37℃ ． The variation coefficient was lower than 15%，and thereagent was no reaction with other sample except CA16
antigen． Conclusion: The Q-ELISA for CA16 antigen was developed with good specificity，accuracy，precision and stability． The meth-
od can be used to determine CA16 antigen content during development and production of CA16 vaccine．
［Key words］ Coxsackievirus A Group 16 Strain ( CA16) ; Antigen; Double antibody sandwich ELISA
柯萨奇病毒 A 组 16 型( Coxsackievirus A Group
16 Strain，CA16 ) 是 人 手 足 口 病 ( Hand，Foot and
Mouth Disease，HFMD) 的主要病原之一，与肠道病
毒 71 型( Enterovirus 71，EV71) 所致的手足口病在
临床上很难区别
［1-3］。CA16 研究较少，长期以来一
直认为 CA16 可能是单纯的 HFMD 表现，不过近年
来研究指出 CA16 感染可能与心肌炎、难治性休克
等致死 性 并 发 症 的 发 生 有 关
［4，5］，个 别 地 区 还 有
CA16 引起成人致死性肺炎的报道［6］，目前尚无特
效药物可以用于治疗，因而，研发针对 CA16 的诊断
试剂和疫苗，对 CA16 引起的 HFMD 的流行进行预







CA16 抗原检测中的相关应用，为 CA16 疫苗的研制
提供监测手段。
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1 材料与方法
1． 1 细胞、病毒 柯萨奇病毒 A 组 16 型( CA16 ) ;
甲型肝炎病毒 ( HAV) 灭活液、水痘-带状疱疹病毒
( VZV) 液、柯萨奇病毒 B3( CVB3) 灭活液、脊髓灰质
炎病毒( PV) 灭活液、轮状病毒( RV) 灭活液和人肠
道病毒 71 型( EV71) 灭活液由北京万泰药业股份有
限公司保存。
1． 2 抗体、抗原 CA16 中和单克隆抗体由厦门大
学提供。CA16 抗原内部参考品由北京万泰药业股
份有限公司制备。
1． 3 主要试剂 牛血清白蛋白( BSA) 和辣根过氧
化物酶( HRP) 购自 Sigma 公司; BCA 试剂购自热电
公司，HRP 标记的单克隆抗体由本公司制备。
1． 4 中和单克隆抗体筛选 分别用灭活的 CA16
抗原和 EV71 抗原包被酶标板，用间接法分析单抗
效价和特异性; 将滴度高、特异性好的抗 CA16 的单
抗作 系 列 稀 释，系 列 稀 释 物 与 1 000 TCID50 的
CA16 病毒液混合，37℃孵育 120 分钟后，感染 MRC-
5 细胞，100 μl /孔，于 37℃ 培养 7 天后显微观察细
胞病变，分析单抗的中和效价; 选择中和滴度高和特
异性好的抗体用于构建双抗体夹心系统。






1． 6 性能分析 根据《中华人民共和国药典》二部




1． 6． 1 准确性试验 将 CA16 抗原内部参考品用
样品稀释液稀释为高值 ( 80 ng /ml) 、中值 ( 40 ng /




1． 6． 2 精密性试验 对高值( 80 ng /ml) 、中值( 40
ng /ml) 、低值( 5 ng /ml) 3 个浓度的 CA16 抗原稀释
标准品，在 3 人次独立试验中，对每一稀释度作 3 份
重复测定。比较测定值和真实值，计算均值、标准偏
差，分析试剂精密性。
1． 6． 3 直线性和定量限度试验 用样品稀释液将
CA16 抗 原 参 比 品 稀 释 到 128、64、32、16、8、4 和
0 ng /ml。用本方 法 进 行 测 定，以 抗 原 浓 度 对 OD
值作直线回归分析，分析最佳线性范围，确定定量
限度。
1． 6． 4 稳定性试验 通过 37℃ 加速试验预测试
剂的稳定性。试剂于 37℃ 放置 3 天和 6 天后，进
行抗原吸光值检测，以 4℃ 放置的试剂作对照，计
算 37℃与 4℃试剂检测样品的 OD 值之比，分析试
剂的稳定性。
1． 6． 5 特异性试验 用本方法分别检测灭活的
CA16 收获液、灭活的 HAV 收获液、灭活的 CVB3 培
养液、灭活的 PV 收获液、灭活的 RV 收获液、VZV
收获液、小牛血清、小鼠血清、人血白蛋白、MRC-5
细胞、VERO 细胞和 MEM 培养基。分析本试剂的特
异性。
1． 7 应用
1． 7． 1 抗原量检测 用本方法检测 3 批 CA16 灭
活疫苗在制备过程中的抗原浓度，用 BCA 法检测蛋
白浓度; 监控样品制备过程中有效抗原含量。
1． 7． 2 TCID50 分析 CA16 病毒液经终端稀释后
感染长成单层的 MRC-5 细胞，每个稀释度重复接种
6 孔，于 37℃培养 7 天。然后，用显微镜观察并记录
每孔有无细胞病变，再通过 Reed-Muench 方法计算
CA16 病毒滴度。同时，取细胞培养上清原倍上样，
100 μl /孔，按试剂说明操作、定性检测，根据 OD 值
( Cutoff 值为 0． 105) 判定每孔 CA16 抗原的阴阳性，
再通过 Reed-Muench 方法计算 CA16 病毒滴度，并
对两种方法检测的病毒滴度作相关性分析。
2 结果
2． 1 单克隆抗体筛选 根据抗体效价、细胞中和水
平和配对后检测 CA16 抗原灵敏度 3 项指标，筛选
到两株用于试剂构建的单抗，T26H12 单抗用于包
被; NA14B9 单抗用于 HRP 标记的组合最优。两株
单抗的特征见表 1。
表 1 两株单抗的特性








NA14B9 HRP sign 6 400 1∶ 100K Linear IgG2a
T26H12 Peridium 100 1∶ 1 000K Linear IgG1
2． 2 双抗体夹心方法建立 通过优化 ELISA 试验
条件，确定 CA16 抗原的双抗体夹心 ELISA 定量检
测系统: 单抗 T26H12 用 50 mmol /L 碳酸盐缓冲液
( pH9． 6) 稀释到 2． 0 μg /ml，包被 96 孔板，100 μl /
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孔，4℃过夜，弃液，封闭( 封闭液: 1% BSA 和 5% 蔗
糖) ，200 μl /孔，37℃温育 2 小时; 加样，100 μl /孔，
37℃ 温 育 1 小 时; 洗 板 5 次，加 NA14B9-HRP，
100 μl /孔，37℃温育 45 分钟，洗板 5 次，加 TMB 显
色液，100 μl /孔，37℃ 温 育 15 分 钟，加 2 mol /L




2． 3． 1 准确性和精密性 待检品的回收率均值介










Recovery ratio( % ) CV( % )
80 82． 5 ± 4． 2 94． 4-105． 1 3． 1
40 41． 4 ± 2． 4 94． 1-106． 5 3． 9
5 5． 3 ± 0． 6 87． 0-113． 8 8． 8
图 1 CA16 抗原内部参比品的标准曲线
Fig． 1 Standard curve of internal reference of CA16 anti-
gen
2． 3． 2 线性和定量限度 CA16 抗原内部参比品用
样品稀释液稀释为 128、64、32、16、8、4、2、0 ng /ml
后，用本方法测定吸光值，以浓度和吸光值作回归分
析得到 ，线性范围为 8 ～ 128 ng /ml、R2 = 0． 998，定
量限度为 8 ng /ml，见图 1。
2． 3． 3 稳定性试验 通过 37℃加速破坏试验预测
试剂的稳定性。在 37℃放置 3 天和 6 天的试剂，测
定吸光值，试剂存放稳定性 ＞ 80%，见表 3。
2． 3． 4 特异性试验 用本方法测定特异性试验样
品，检 品 的 A450 /630 均 小 于 8 ng /ml，小 于 Cutoff 值
( 0． 105) ，即无交叉反应。
2． 4 应用
2． 4． 1 抗原量检测 检测结果显示，随纯化不断推
进，疫苗病毒抗原的比活呈上升趋势，见表 4。
2． 4． 2 TCID50 分析 在用显微镜观察法和 ELISA
法检测的 50 批 TCID50 试验中，两法检测 46 次的
TCID50 完 全 一 致，另 外，1 次 镜 检 的 略 高，3 次
ELISA 法的略高，R2 值为 0． 983。结果见图 2。
表 3 试剂的热稳定性性能分析结果
Tab． 3 Verification of thermostability of Q-ELISA
37℃ ( d)
Recovery of different concentration( % )
( ng /ml) 128 80 40 5
3 88． 0 83． 0 86． 8 89． 3
6 85． 5 86． 9 87． 5 90． 5
图 2 两种方法检测 CA16 病毒滴度的相关性分析
Fig． 2 Correlation analysis of two methods for the detec-
tion of virus titer
表 4 CA16 抗原的 Q-ELISA 检测 3 批疫苗原液纯化过程样品结果
Tab． 4 Determination results of CA16 antigen in 3 batches of vaccine bulk during purification
Purification
step

























1 3156 103 0． 03 3068 97 0． 03 3561 132 0． 04
2 1520 411 0． 27 1682 514 0． 31 1436 498 0． 35
3 870 1026 1． 18 1034 1951 1． 89 915 1347 1． 47
4 115 315 2． 74 138 402 2． 91 102 364 3． 57
Stoste 18 295 16． 39 21 356 16． 95 20 307 15． 35
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3 讨论
CA16 病毒属于小 RNA 病毒科，肠道病毒属，是
人类多种疾病的病原体，可引起呼吸道感染、结膜
炎、发热性皮疹、手足口病、疱疹性咽峡炎、心肌炎及
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